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論 文 内 容 要 旨
緒言
オcの∫トランスポゾンタギングは、非自律性因子 のD5に浸c転移酵素を与えることで
転移 を誘導 し、D5を遺伝子内に挿入 して遺伝子を不活化することで遺伝子機能を解
析する手法である。D5系統と4c転移酵素系統を交配す ることで、F個 体の細胞でD5
の転移が起 こり、 これが次世代に遺伝すれば トランスポゾンタギング系統 となる(
Fig.1)。オc転移酵素のプロモーターには、通常CaMV35Sプロモーターが用 いられ
る。しかし35Sプロモーターは、体細胞で強 く発現誘導するが、生殖細胞で の発現誘
導が弱いため次のような問題が起こる。
[1コ次世代に遺伝する生殖細胞での転移が起 こりにくい。
[2]同一のF、個体か ら得 られる後代が全て同じ転移を起 こして いることが多い。
[3]D3の転移が複数回起 こり、タギングされない塩基配列の変異をもた らす・
生殖細胞でD3の転移を誘導すれば、 これ らの問題を回避 して、 トランスポゾンタギ
ング系統を効率良 く作出できると期待される。生殖細胞でD5の転移を誘導する研究
は、タバコとシロイヌナズナで予備的な実験が行われているのみで、 トランスポゾ
ンタギング系統 の作出に実用化された例が無い。そ こで本研究では、減数分裂期に
特異的に発現する遺伝子のプロモーターを利用 し、イネの生殖細胞でのD3転移 の誘
導を試みた。また、遺伝子領域へD∫が転移 しているかを調査 し、 トランスポゾンタ
ギング系統 を効率良く作出できるかを検討 した。
第1章 減数分裂特異的遺伝子のプロモーターを用いた生殖細胞でのD5転移の誘導
1-1LIMプロモーターの発現誘導解析
生殖細胞でD5の転移を誘導するためのプロモーターとして、テ ッポウユ リの減数
分裂期特異的に発現するLIM10とLIM18に注目し、DNAの分譲 を受けた。LIM10プロ
モーターとLIM18プロモーターのイネでの発現パターンを解析するために、σ1∬遺伝
子 を連結 して(Fig.2-A,B)イネに導入 した。LIMO"σ05導入個体では、全ての形
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質転換体で花粉母細胞 と小胞子においてGusの発現が見 られた(Fig.3)。Gusの発
現は減数分裂期か ら小胞子期で見 られ、成熟花粉やそ の他の花器官では見 られなか
った。HM1&'(}σ∫導入個体では、LIM10"(}卵導入個体 と同じ時期の花粉母細胞 と小
胞子において、LIM10」」θσ3導入個体よ りもわずかに弱いGUS発現が見 られた。ま
た、栄養器官でGUSの発現が見 られた。以上の結果か ら、LIM10プロモーターと
L刀1418プロモーターは、イネにおいて減数分裂期か ら小胞子期で発現誘導すること
が分か り、オc転移酵素を発現誘導する目的で利用可能であると考え られた。
1-2オc1P導入系統 と1),σ∬ 一DNA導入系統の作出およびT-DNA導入位置のマッピ
ング
LIM10プロモーター とLIMヱ8プロモ「ターに廊転移酵素を連結 したコンス トラク ト
LIMlo'磁czPとLIM1&磁cτPを作 成 し(Fig.2-D,E)、ア グ ロバ クテ リウ ム 味 を用 い
て イ ネ の形 質 転 換 を行 っ た 。T-DNAが1コピー で 導 入 さ れ た 個 体 は 、LIM10紐cエP導
入 個 体 が4個 体 、LIM18McτP導入 個 体 が9個 体 で あ っ た(Table1)。ま た 、D3コン
ス トラ ク トで あ るD8Gul∫T-DNA(Fig.2-c)の遺 伝 子 導 入 も行 っ た 。D∫一G～∬T-D:NA
は 、D5が切 り出 さ れ た 個 体 を除 草 剤 ク ロル ス ル フ ロ ンで 選 抜 で き るよ う に構 築 され
た コ ンス トラ ク トで あ る(FedoroffandSlnith,1993)。D8(70i∫T-DNA導入 個 体 を114
個 体 作 出 した と こ ろ、 そ の うち1コ ピー導 入 個 体 は52個体 で あ った(Table1)。1コ
ピー 導 入個 体 に つ いてT-DNAの隣i接領域 を ク ロー ニ ン グ して 塩 基 配 列 を決 定 し、相
同 性検 索 に基 づ い て マ ッ ピング を行 った と ころ 、29個体 のT-DNA挿入 位 置 をマ ッ ピ
ン グす る こ とが で きた(Fig.4)。ほ と ん ど全 て の 染 色 体 にD3が挿 入 され た 集 団 を得
た の で 、 これ らの場 所 か らD3を転 移 させ る こ と に よ り、 大 規 模 な タ ギ ン グ系 統 を作
出 で き る と期 待 され た 。
1-3F、個 体 とF、個 体 の解 析
D岳σσ3T-DNA導入 個 体 と、オcZP導入 個 体 との交 配 を行 った 。オcZP系統 に は
L班10」磁cπ～導 入個 体 、LIM1&磁cTP導入 個 体 お よ び35&磁cZP導入個 体 を用 い た 。
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L刀頃0'磁c7麻導入個体 を交配 したF、個体を3組合せ、L刀匠18'詔cか導入個体 を交配 した
F個体を3組合せ、35&磁cZP導入個体 を交配 したF個 体を2組合せ得た(Table2)。
得 られたF、個体の繭と葉でのD5の切 り出 しの検出を行 った。D3が切 り出されると
2.6kbのバ ン ドが増幅するようにプライマーを設定し、それぞれのF個 体の薪 と葉か
らDNAを抽出 してPCRのテンプレー トに用いた。D∫の切 り出しを示すバ ンドは、
LIMlo'詔cTPのF、個体の蔚から検出され、葉か らは検 出されなかった(Fig.5)。
LIM1&詔cTPのF、個体 と3∬'認cZPのE個体では、繭と葉の両方か らD5の切 り出しを
示すバン ドが検 出された。LIM1α紐c7Pが、発現解析か らの期待通 りに生殖細胞特異
的にD∫の切 り出 しを誘導することが示された。
D3の切 り出しが起 こったF、個体 を除草剤クロルスルフロンで選抜 した。耐性個体
についてPCRを行い、D∫の切 り出しが起こったことを全ての耐性個体 について確認
した(Fig.6)。耐性個体 についてサザンプロッ ト分析を行 い、転移 したD8について
解析 した。LIM10'綴cπ・の交配組合せでは、1)5#127×五1M10'コcZP#23の組合せ
で、F・個体348個体 をクロルスルフロンで選抜 し、32個体の耐性個体を得て、転移 し
たD5を含む15個体 を同定した(Fig.7)。そのうち10個体は検出されたバ ン ドサイズ
が異な り、生殖細胞で独立に転移 したD5を含んでいると考 えられた。残 りの5個体
は、同一部位に転移 してお り、体細胞でのD5転移が起 こった と考 えられた。葉では
b∫の切 り出 しが検 出されなかった ことか ら、花器官に分化する直前の分裂組織のよ
うな限定 された部位でD5転移が起 こっている ことが推測 された。D酵26×
LIM10'詔c㎜3の組合せでは、14個体でD∫転移が見 られ、2つの独立 した転移 と2パ
ターンの同一な転移が観察された。D誰77×LIMヱ0'磁cヱP#22では、7個体でD5転移が
見 られたが、全て同一バ ンドパターンであった。LIM10,磁cTPを交配 した3系統で
は、転移頻度は4。1%で、独立転移頻度は41.7%であった(Table3)。
LIM1&滅cτPの交配組合せでは、D誰120×LIM1&磁cπ粗0の組合せで、F、個体484
個体を選抜し、91個体の耐性個体が得 られ、うち2個体でD5転移が見 られた(Fig.
8)。同様にD誹58×LIM1&磁c7P#17では2個体、D誹70×LIM1&滅c珊40では1個体
のD5転移が見 られた。五1M18'詔cエPを交配 した3系統では、転移頻度は0.7%で、独立
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転移頻度は100%であった(Table3)。
35∫McZPの交配組合せでは、D躍3×35&磁cZP#2の組合せで、F、個体93個体のう
ち36個体で1)∫転移が見 られたが、全て同一の転移パターンであった(Fig.9)。
D誰58×3∬'滅cIP#2では、1個体でD5転移が見 られた。35&滅cIPを交配 した2系統で
は、転移頻度は15.9%で、独立転移頻度は5.4%であった。
LIM10'滅c1Pを用いると、D3が転移す る頻度は35&淑cπ'より低いものの、独立 し
たD5転移 に由来す る個体が多 く生 じることが分か った。また、LIM1&コc1Pは転移
頻度は0.7%と低かったが、100%の独立転移を誘導できることか ら、転移 したD∫を含
む個体のみを選抜できるシステムを構築すれば トランスポゾンタギング系統の作出
に有効であると考 えられた。また、F、個体で観察 された転移 したD5が、F3個体へ選
伝することを確認した(Fig.10)。以半のことか ら、五1Mloプロモ}タ ー を用いて沈
転移酵素を発現誘導することで、高い頻度でD3の独立転移を誘導できることを明 ら
かとした。
2章 転移したD5の隣接領域の単離と解析
本 研 究 で 開発 したD5転移 誘導 シ ス テ ム を用 い て遺 伝 子 破 壊 系 統 が 得 られ る こ と を
実 証 す るた め に、 作 出 した トラ ンス ポ ゾ ン タ ギ ン グ 系 統 か ら、D∫の 隣接 領 域 の ク
ロニ ニ ング を行 った 。25個体 の 隣 接 領 域 を単 離 し 、 そ の うち12につ い て マ ッ ピ ン グ
を行 った と ころ 、6つ は 同一 染 色 体 の215kb以内 に 、6っ は他 の 染 色体 に転 移 して い る
こ とが 分 か った(Fig.11)。また 、5つ の推 定遺 伝 子 にD5が挿 入 して い る こ とが分 か
り、遺 伝 子 領 域 へD5が挿 入 す る率 は20%と考 え られ た 。D5が挿 入 した 遺 伝 子A-29
は 、Un㎞ownproteh1をコー ドして お り、 推 定 第1エ キ ソ ン にD5が挿 入 して い た(
Fig。12)。A-32は、 イ ネ 未熟 種子 のEsTと相 同 性 が あ る遺 伝 子 で あ った 。A-36はシ
ロイ ヌナ ズ ナ のactindepolymerizingfactor5と相 同性 が あ る遺 伝 子 で あ った 。A-42
は 、Un㎞ownproteinAL606998-1をコー ドす る遺 伝 子 で あ り、 開始 コ ドン 上 流57bpの
位 置 にD∫が 挿 入 して い た 。A-45では 、HypotheticalprotelnACO78891-1をコー ドす る
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遺伝子 と相同性 のある遺伝子であった。全ての推定遺伝子についてRT-PCRを行い、
A-45以外は、発現 している遺伝子であることを確認 した(Fig.13)。これ らのタギ
ング系統では発現 している遺伝子にD∫が挿入してお り、挿入 したD3がホモになった
後代を得れば、その遺伝子の機能解析に用 いることができると考えられた。
結語
テッポウユ リの減数分裂特異的に発現す る遺伝子であるLIM10のプロモーターを
用いてオc転移酵素を発現誘導することで、高い頻度でD5の独立転移 を誘導できるこ
とを示 し、新 しい トランスポゾンタギングシステムを構築する ことができた。ま
た、遺伝子 をタギ ングしたと考え られる個体が得 られ、本研究で開発 したシステム
が、今後重要 となるイネ遺伝子の機能解析に利用できることを示 した。 このシステ
ムを用いれば、イネで大規模な トランスポゾンタギ ング集団を作出できると期待さ
れる。
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positionoftheDselement.
Fig.8DstranspositiondirectedbytheLIM18::AcTPin
F2plants(ρs拶120xム'〃78」訊07P響40).
The2.5kbband(arrow)correspondstothenon-
transposedDselement.Bandsatdifferentpositionsindi-
GatetheindependenttranspositionoftheDselement.
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Fig.9Dstranspositiondirectedbythe35S::AcTPinF2
plants(Ds#3x35S::AcTP#2).
The2.5kbband(arrow)correspondstothenon-transposed
Dselement.Bandsatdifferentpositionsindicatethetrans-
positionoftheDselem即t.
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Fig11.ChromosomallocationsoftransposedDsele-
mentsoriginatedfromDs#127xLIM10::AcTP#23.
ADsstarterpositionisindicatedbyastar.Arrowsindicate
insertionsitesoftransposedDs.
Flg10.Inheritanceofthetransposedandnon-
transposedDselementsinFsplants.
GenomicDNAwasisolatedfromFsprogenyandSouthern
blotanalysiswasperformedinthesamemannerasinFig,
7.TransposedDselementswereinheritedbyFsprogeny.
"a","b"and"c"indicatebandscorrespondingtothetrans-
posedDselementinF2plants.Anasteriskindicatesa
bandcorrespondingtonewlytransposedDs.Blackarrows
indicatenon-transposedDselements.
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Ftg.12Diagrammaticrepresentationofthegenes
flankingthetransposedDselements.
Thenumbersoftheleftcolumnindicatethenamesof
genesflankingthetransposedDselements.Trianglesindi-
cateDselements.Openarrowsindicatepromoter.Boxes
indicateexons.Linesindicateintrons.Arrowsindicatethe
positionofprimersforRT-PCR.
Pig.73Expressionanalysisofthegenes,A-29,A-32,
A-36,A-42andA-45,inthewildtypeplantsbyusing
RT-PCR.
cDNAsweresynthesizedfromtotalRNAfromanthersat
theuninucleatemicrosporestage(Ai),thebicellularpollen
stage(A2),thetricellularpollenstage(A3),immatureseeds
(1)andleaves(L).TheywereusedastemplatesforPCR
withg nespecificprimersets.GenomicDNA(G)wasused
asacontrolforPCR.(*)indicatetheamplificationofcDNA.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
イネのゲノムの全塩 基配列決定が昨年報告 されたが,こ れを受 けたポス トゲノム研究 として今後 重票
な研 究は,ゲ ノム上の遺伝子 とその機 能 を明 らか にす ることである。 そのための有効 な手法の一つが,
トランスポゾ ンタギ ング法である。本研究 は,.Ac/Dsトランスポゾンタギングにおいて,生 殖細胞でDs
の転移が誘導 で きれば,多 数 の独立 した タギ ング系統 を得るこ とが で きることか ら,減 数分裂期 に特異
的 に発現す る遺伝子 のプロモー ター を利用 した生殖細胞 でのDs転 移 システムを構築 しようと した もの
であ る。
テ ッポウユ リの減数分裂期特異的 に発現 するL刀匠10とLIM18のプロモー ターの イネでの発現誘導パ
ター ンを解析 するため に,GUS遺 伝子 を連結 してイネに導 入 した ところ,L11レf10プロモ ー ターでは
GUSの発現 は減数分裂期 か ら小胞子期で見 られ,成 熟花粉や その他の花器官では見 られず,L刀レf18プ
ロモ ーターで は花粉母細胞 と小胞子 において弱いGUS発 現が見 られた。 この結 果か ら,LIM10プロ
モー ター とL刀協8プ ロモー ターは,イ ネにおいてAc転 移酵素遺伝子 を生殖細胞 で発現 誘導す る目的で
利用 可能であ ると考 え られた。
DsLGUST-DNA導入個体 を114個体作 出 し,そ の うち29個 体のT-DNA挿 入位置 をマ ッピングす
ることがで きた。ほとん ど全ての染色体 にDsが 挿入 された集団 を得 たので,こ れ らの場所 か らD8を転
移 させ ることによ り,大 規模 に タギ ング系統 を作出で きる と期待 された。
L刀レf10フ.ロモ ー ターやL11レf18フ.ロモ ー ターにAc転 移酵 素遺伝子 をつ ない だLIM10::。Ac71P及び
L刀レf18::.AcTPを導入 した個体 とD8-GUST-DNA導入個体 を交配 し,F1個体 とF2個体 におけるDs
転移の解析 を行 った ところ,L刀レf10::AcTPが生殖細胞特異的 にDsの 切 り出 しを高頻度で誘導す るこ
とが示 された。 また,1個 体 か ら異なる染色体上 の位置 にDsが 転移 した個体 を得 ることがで きた。 これ
に対 し,CaMV35Sプロモー ターを用いた場合は,転 移頻度 は高い ものの,同 じ位置 に転移 した後代 を
得 る ことが多 か った。
作 出 した トランスポゾ ンタギ ング系統か ら,25個体のD8の 隣接領域 を単離 し,マ ッピングを行 った
ところ,6つ は同一染色体の215kb以内に,7つ は他の染色体 に転移 してい ることが分 かった。 また,
推定遺伝子 内にD8が 挿入 している5つ の個体 が見 出 された。
以上の ように本研究 では,Ac/D8系による トランスポゾンタギ ングにおいて,生 殖細胞特異的発現遺
伝子 のプロモ ーター を利用 したD8の 生殖細胞 にお ける転移誘発が有効である ことを示 し,い くつ かの
遺伝子の タギ ング系統 を得 て,イ ネにおけるAc/の8トランスポゾ ンタギ ング法が確立で きた。 よって審
査員 一同は本論文 は博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す る内容 である と判定 した。
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